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DUI - 1145 

KONIIIKLIJKE EJiDERL.-ilJDSCHE GIST- EN SPIRITUSFABRIEF; N«V. 
Delft, Kiederlande 

" Enzympraparat " 

Priori tats 3o Marz 1970, Grossbritannien, Nr. 10 240/70- 

Pie Erfindung betrifft Enzympx-aparate mit ausgezeichne ten 
Eigenschaf ten zur Verv/endung in V/aschinitteln„ 

Die Herstellung von Enzymenj die insbesondere fUr Waschmittel 
verwendet v/erden sollen^ ist rait einigen Schwierigkeiten ver- 
bimdeno So ist ee ZoBc schwierig, das Enzym in fsolcher Reinheit 
herzuatellen, dass es dem Waschmittel Icei nen imangenehmen Ge- 
ruch verleihta Perner hat das Enzyra eine Parbe, dae bei dcr Ein- 
verleibung des Enzyms ira V/aschmittel diese weniger ansprechend- 



Aufgabe der Errindimg v/ar es daher, Enzyinprapai^ate zu schaLf:3n, 
die nicht die vorgenannton Kachteilo aufv/eisen und ausscrdem 
eine hohe Stabilitat beaitzen, so dass sie trotz Verv/endun^^ in 
geringer Mcnge eine bestiinmte V/irkung entJalten und fur die Gg- 
Eundheit weniger Gofahren bestehen als bei den ubliclion Enzym- 



macht o 
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praparateoo. Diese Aufgabe wird durch die Jilrf indun^; gelost. 

Gegenotand der Erfindung ist somit ein Enzympraparat , enthal- 
tend einen Komplex aus einem Enzym und einem in v/a^jsrig-alkali- 
scher Losimg Ibslichen Polymer mi t einer unverzweig ten oder 
versweigten C-C-Kette miti Garbozylgruppen als Substituenten and 
mit einem Durchschnittsmolekulargewicht voi» niindectcns 10 000, 
wobei das Polymer gegeber.enf alls als v;eitere Substituenten 
gegCijCnenfalls substituierte Kohlenv/assers toff res te enthalten 
kann und die C-G-Pvette and bzv/. oder die Kohlenv/asscrstof freste 
gegebenenfalls durch Hetercatome, vorsugt^v/ei^e oauerstof fatome ^ 
unterbrochen sein konnen. 

Vorsugsweise hat das Polymer ein Durchschnittsmclokulargev/ich t 
von mindestens 20 000. Die bevorsugten Polyraere und Copolymere 
enthalten -CHZCY(C00H)-Gj7uppen, ir. denen X ein V/asserstcf f atom 
Oder eine Carboxylgruppe und Y ein V/asserstof f atom oder eine 
Methylgruppe bedeuten. Beispiele fur derartige Polymere sind 
die Polymeren von Acrylsaure oder Methacrylsaure oder Copolyme- 
risate von Acrylsaure, Methacrylsaure oder Maleinoaure mit z.B. 
Styrol, Athylen odor Vinylmethylather . Forner sind auch partiel- 
le nied.ere Alkylester und partielle Amide diaser Polymeren und 
Copolymeren geeignet, _ 

4 

Die Konplexe der l^rfindung sind verhaltnisriassifT rein, sie ha- 
ben einen angenehmeren Geruch und eine bes.'-*?re Farbe sov/ie eine 
hohere Aktivitat, becogen auf Gewichtsbasis , ^^is die herkci,im- 
lichen Ensyme. Uborranchenderv/eise gehen dlese gunstigen Eigen- 
schaften nicht verloren bsw. v;erden nicht beeintrachtigt , v;enn 
man das Enzympraparat Waschmitteln einverleibt. Ein weite.oer 
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Yorteil der Enzympriiparate der Irfindung gesenUber den hcrkiiTKinli- 
lichen Enzyi:ien ist ihre E^crin^^ere Toxizitat sov/ie die geri.isere 
Gefalii- aLloiv-ener Ecaktionor. ujid ihre hohe Stabi.Liliat, . 

V/aschinittel, die ein liisympraparat der Erfindung enthaxten, 
besitaen zu:.iindcst vergleichbare \7aschwirkung v/ie Waschmittel , 
dic.cin ubiiches Enz:>^ gle ichor enrz/matischer Aklivitat, ausge- 
driickt in Delft- Einhciten (m) enthalten. Ein weiterer Vcrtcjl 
der Erfindung ist darin zu crulicken, dass die Enzymkomplexe 
aus der filtrierten Garmaischc brsw. deir. • Zellextral b hergectellt 
werdcn konncn, wodurch die iibliche Isolierung dcs Snzyias ent- 
fiillt. 

ui-. Eiasyi-ie fur die Eniivmpraparrite der Erfindung leiten sioh von 
Enr.yiaen ab, v;ie sie ublich(5rv;ei se in V/aschnitteln verwendet 
werden, k.E. Frc^easen, wie sie z.B. durch Bacillusarxen .^3'- 
zeugt v/erden. Diese Proteasen oder deren Gemische kbnnen vor der 
llersttJllung des Enzy::ipraparates oder danach mit /.laj-lason, 
Lipa':k-n oder ahnlichen Ensyir.en vermischt v/erdcn. Die Erfindung 
be tr if ft fej?ji.2r Ilomplexe mit anileren E.izymen, die ir. allgcnei- 
uen nicht in V;asohnit.teln verv.'cndct v/orden , v/le r.peaielle Ar- 
tcn von Ari:.:i;ir>en, Ldpasen, Alkoholdeliydrasen una Carboxylasen. 

Eine besonrisr:-, v-rteilhaf te Gruppe unter den EnzynkcHplou.n der 
Erfindung i.ix diejerJ.ge, in der das Hi-.'-yin nit einor. Polynicr 
kodbiniert ist, densen C-G-Xette ledigJich KohlenwaGserstoii^- 
rcGte, inober.ondere Arylreste, als iiubsxituenten neben den Car- 
boxylgruppen enthalt. relspiele flir derrirtigc Polymei-e sJ.nd 
solche, die Hrieinoaure al'.s riononereneinhed t enthalten. L-ie 
Ax-yjreslp in die^en Polyineren leiten sich z.B. von Moncaryl- 
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athyleneinhei ten, innbesondere Styroleinhei ton , ab. Vorzugsweise 
besteht das Polymer aus Kaleinsaure- und Styroleinheiten. Das . 
bevorzugtG MengenvGrhaltnis der Malelnsaure- und Styroleinhei- 
ten betragt etwa 3 : 1 bis 1:3, insbesondere 3 : 2 bis 2 : 3. 
Ein besonders geejgnetes Polymer ist im Handel als wassrige Lo- 
sung unter dem Kamen G-9A2 erhaltlich, in der das Molverhaltnis 
der Styroleinheiten zu den Wale insaureeinhei ten etwa i : 1 und 
das Durchschni ttsmolekulargev/icht niehr als 10 000 betragt. 
Andore geelgnete Moi.ci-iereinheiten fur die in den Enzympraparatcn 
der Errindung verv/endeten Polymeren sind z.B. Aorylsaur.e und 
Kethacrylsaure. T)icse Monoinoren kc5n.nen selbstverstiindlic}i auc'i 
in Copulyraericaten vorhanden sein, in denen g^elchzeitig z^.B. 
SL.yroleinheiten anv/esend njnd; vorgl. USA . -Patent schri ft 
2 205 882 und 2 205 901. In dies^n Patent schrif ten sind Beispxe- 
le fur Polyrnere genannt, die fur die Enzympraparate dea; Evflndung 
geeignet • sind. 

Die in den Polymeren vorhandenen Carboxylgruppen konnen teilv/ei- 
se in nerivate, wio Amide odor Ester, umgewandelt sein. Eur die 
Ester kommen aln Alkoholkomponent e vorzugsweise niedere aliphati- 
sche Alkohole in Prage. Einige' Carboxylgruppen sollen im Poly- 
mer in freier Form vorliegen. Die Erfindung betrifft audi Pro- 
duktc, die bei der Umsetzung der Komplexe bzw. EnaympT^aparate dor 
Erfindung mit Metallionen enthaltenden Lbsungen oder Reaktions- 
tciliiehraern anfalJen, die mit diesen freien Carboxylgruppen des 
Polymers reagierem und eine Aucfallung und onw. oder Vernotzvuig 
der gebildeten Verbindung hervorrufen. 
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Die Erfiiidiing 'betrifft ferner ein Verfahren zur Herstellung 
der Enzympraparate, das dailnrcii gekennzeichnet ■ ist , dass ritn 
eine wassrige Lc-sung des Enzyme mit einer wassrit=:en Losung des 
Polymers zus'ammenbringt , Vor oder nach dem Vermischen v/ird der 
Pjj-Wert au£ etwa 2 bis etwa 9, vorzugsweise etwa 2 bis etwa 6, 
eingestellt„ Die gebildete Pallung wird nach ublichen Hethoden 
abgetrennt, ZoB, durch Abschleudern \md V/aschen und Trocknen 
des ausgefallten EnzyiupraparatSo Zum Waschen des Enzyraprapa- 
rats sollen solche Xbsungsmit tel oder Loaungsmi vtclgemische ^ 
verwendet verden, die das Enzympraparat nicht laennensv/ert Ipsen 
Oder zersetzerio Zu dies'-m Zv;eck eignen sich ZoE« organische Lc— 
siuigainittel, wie Aceton und Athanolo Die getrocknete Pallung 
kann als freif lies sendee Pulver erhalten werden, die sich V/asch- 
miiJteln leicht einverleiben lassto 

Die Polyraerraengen zur Herstellung des Enzymkomplexes hangen von 

der Art des Enzyms und seiner Konzentration sov;ie der Art des 

verwe-ndeten Polymers abo Weitere Faktoren sind ZoB, der pj^-Wert, 

die Gegenwart von Salzen, die elektrostatischen Ladungen des ^ 

Enzyms und des Polymers, die die Komplexbildung beeinf lussen. 

Auch die Menge C.ea Polymers, die zur optimalen Komplexbildung 

erforderlich ist, hangt von diesen und anderen Paktoren ab, 

ZoB. der Konzentration der Enzyrnlosung, Bei Verwendimg einer ' 

G-942-J,osung, die otwa 25 '/^ des Styro3 -Maloinsaure-Copo] ynieri- 

sats enthsilt, werden vorzugsweiae Mengen von etwa 0,5 bis 5 

3 Gewichttsprozfcr-t pro Volumen der durch Bazillusarten erzeugtcn 

Protease { MAXATASE ), bezogen auf eine Enzymlosung von etwa 

100 000 DU/g, vorwendet. Pur Spezialzwecke kbnnen auch andere 
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Mengen verwendet v/erden. 

Die Enzympraparate der Erfindung konnen vorzu^isv/eise nach deiri 
V/aschen mit Metallionen oder anderen Reaktionsteilnehmern uirif-(i- 
setzt v/erden, Geeignele Metallionen sxnd dreiv/ertige Metall- 
ionen, wie Aluminium-, Kiyen- and Chromioneu, Es konnen auci;. 
Metallionen mit anderer V/ertigkeit, z.B. Zirkcniumionen, verv/en- 
det v/erden • 

Die Erfindung betrifft schlieBlich V/aschmittel, die einen oder 
mehrere der vorgenannten Enzymkomi^Iexe zusammen mit mindestens 
einer v/aschaktiven Substanz enthaltm* In den V/aschnitteln ist 
der Enzymkomplex in ausreiehender Henge vorhanden, um eine gute 
enzymatische AlLtivitat zu erhaltcn. Die bevorzugtc enzymatische 
Aktivitat in den V/aschnitteln der Erfindung bntragt etv/a 1000 
bis etv/a 3000 DU/g. 

In den \vaschmitteln der Erfindung v/orden die ublichen bekarnten 
v^aschaktiven Substanzen verv/endet, die in biologiscli aktiven 
V/aschmitteln verv/endet werden. Jm allgemeinen konnen nicht— 
ionische und anionische grensf lachonaktive Verbindungen verwen- 
det v/erden, v/ie wasserloaliche Seif e2i, anionische, nichtionisohtr, 
ampholytische und zwitteri onische Iletzmittel, 

Beispiele fiir die v/asaerloslichfen Seifen eind die IJatrium-, 
Kalium-, Ammoniuni- und Alkanolammoiiiumsal se , r.= B, die Mono—, 
Di- xxnd Triathanol.ammoniuinGalze hoherer i^ettsauren mit etv/a 
10 bis 22 C-Atomen. Spezielle 13eispiele fUx- diese Klasse von 
Netzmltteln sind die !:-itriuni- oder Xaliumt;alze von Fettsaiu-e- 
gemischen, di3 sieh von Kokosnussol und Ta3g ableiten. 

109839/15^9 
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BeifjpiolG fur anionische l.'etzmi ttel sind die v/asserlosl.i chen 
Salsc, die Alkalimetallsalze or£!anischer Sch-./erolsaurt^- 

reaktioncprodukte, die in ihrorn MolekUl eincn AlKjlr^rst rait 
etwa 8 bis et-'a ^2 C-Atomcn, und Sulfonat- oder Sulf atroste eiit- 
ralten. Der 'Ausdi-uok Alkylrcst achlies&t auch den Alkylreat 
hbherer Acy3restc ein. Spezioxic Beispiele Tur diese Klasse 
von Netzmitteln sind die Katrium- udcr Kal iumalkyl gulf ate , v/ic 
insbesondere solche Verbinaun^jen, die durch Sulfa+ierung hohe- 
rsr Alkohole niit 8 bis 18 C-Atoraen erhalte:! worden und die 
ihrerseitG bei dcr ]{edi;ktJ cm der Glyceride. von Talg oder 
KokosnuEsbi aniallen. Ferny.- Watriuni- cder Ka.T vambenzolsulf o- 
nate, in denen der A:iky lrf::^5t unver r.wc-igt oder verzweigt ist 
und etwa 9 bis etv/a 115 C-A:;onie enthalt, wie Natriurododecyl- 
b?n?:olsulf onat , Katriumankj lglyccrylLithersulf onate , j nsbesonde- 
re die either hoherer Alkohoie, die sich von Talg und Kokosnuss- 
51 ableiteu, Hatriuia-Kokosnussolf e ttsauremonoglyceridsulf ate 
xind -sulfonate, jJatrium- oder Kaliumnalze von Schwef elcaure- 
estern deo Reakti onHprodukte s aus 1 Kol eine.s hoheren Fcttalko- 
holG, wie Tallg- oder Kokosnussblalkoliolen, und etwa 1 bis 6 Hoi 
Athylenoxid, Katrnum- cder KaliumsalKC von Alkylphenolathylcn- 
oxidathersulfaten mit etwa 1 bis etv.-a 10 Athylenoxideinheiten 
im MolekUl und etwa S bis etwa 12 C-Atoraen in den Alkylrestcn, . 
die Keaktionjjprodukte von Fettaliuren, die mit Isathicnsaure 
'^erestert und mil; Katriumhydroxid neutralisiert sind , bei denen 
sich die Pettsaurcn z.B. von Kokosnuscbl abloiten, Ilatrium- 
oder Kaliumsalae von Pettstlureamiden eines He thyltaurids , in 
denen die pettsauren sich z,}}. von Kckof-mis r.ol ableixen, sovie 
die Ilatrium- und Kaliunisalze von sulfonierten C-j^^ _bis ^'24"* 

109839/1SA9 
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Olefinen. 

Beispiele fiir niohti onische Kctzmittel sind die Kondensations- 
produkte von Alkylenoxiden ;.iit organischen hydrophoben Verbin- 
dungen, die aliphatischer oder alkylaromatischer Art sein kon- 
nen. Die Lange der Polyoxyalkylenreste die -.lit einer hydropho- 
ben Gruppe kondensiert sein kann, lasst sich so einstellon, 
dass waosorlosliche Vcrbindungen rait dem gewiinschten HLB-V/ert 
erhaiton v/erden. Einc andere. Klasse dieser KetKmittel hat halb- 
polarcn CharaJcter. Spezielle Beispiele I'iir dieso JHasse nicht- 
ionischer Netxmittel sind: 

1) Die unter der Bezeichnung "Pluronic" bekannten nichtionischen 
Netzmittel. Diese Verbindungen v/erden durch Kondensation von 
Athylenoxid mit einer hydrophoben Base hergestellt, die durch 
Kondensation von Propylenoxid rait Propylenglykol erhoiten wird. 
Der hydrophobe Teil des Molekiils, der wasserunloslich ist, hat 
ein Molekulargewiclit von etv/a 1500 bis 1800. Durch Anlagerung 
von Polyoxyathylenresten an diesen hydrophoben Tell wird die 
Wassorloslichkeit des Molekiils incgesamt orhoht und der riu&si- 
ge Charakter des Produktes bis zu dem Punkt beibehalten, bel dem 
der Polyoxyathyl cngehalt etwa' 50 des Gesamtgewichtes des Kon- 
densationsproduktfs ausrnacht , 

2) Die Polyoxyathylcnoxidkondensate von Alkylphenolen, z.B. d:.c 
Kondensationsprodukte von Alkylphenolen rait etv/a b bjs 12 C- 
Atomen in dem unvor::weigten oder vers:weigtin Alkylrest mit Athy- 
lenoxid. Das ivthylenoxjd liegt in riengen von 5 bis MOl ;jc 

Mol A] ky: phenol vnv. AUrylrost diecer Vorbindunr^ kcain fj.i ch 

von Oligomeron des Propylene, Diisobulcns, Oc tens odor Honcns 

109839/ 
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ableiteii. 

3) Kondensatlonsprodukte von Jlthylenoxid mit dem Umse 1 2un£:;3pro-^ 
dukt -vo-ii IPropylenoxid und Athylendd amin. Beisplele hiorfur sind 
Verbindimgen, die etwa 4-0 bis etv/a 80 Gewichtsprozent Athy'J.en- 
oxideiiaJieiten enthalten und ein Molekulargev;icht von etv/a ?000 
"bis e-tiwra 11 000 haben- und deren hydrophobe Ease das Umsetzuiigs- 
produkt von Athylendiamin mit uberschussigein Propylenoxid ist, 

die ein Molekulargewicht der Gross enord/iang von 
2500' l?is 3O00 hat. 

4) Kcndensationsprodukte unvcrzweif^ter oder vex-zwei^A i^er alipha- 
tisuher Alkcihole mit 3 bis Z2 0-Atomen rait Sthylenoxia, z.B. 
Kokosmissalkohol-athylenoxid-Kondensate rait 5 bis 30 Athylen- 
oxideinJieiten und 10 bis lA O-ktomen im Kokosnussalkoholteil . 

5) Die Sliinr^G amide vop Pettsauren mit etv/a 8 tis 18 C-Atomen mit 
Ammonlakj, Monoathanolarain und Diathanolamin. Die Acylreste lei- 
ten sich" am allgemoincn von naturlich vorkommenden Glyceriden, 
v/ie Kokosnussol, Palmol, Sojabohnenol und Talg ab. Sie konnen 
jedoch auch synthetisclien Ursprungs' sein, z.B, durch Oxydation 
von Erdol Oder durch Hydrlerung von Kohlcnmonoxid nach dem 
Fischer— 'SPj*iT)p^-ch-VenYihrcn anfallcn. 

i 

6) LfiOEk-ettigo tortiaro Aminoxide der allgemi-inen l^oi'mol 

t 

n'' " (o\i^)^ - II 0 

in der E ein Alkyir€;s^ mit etv/a 8 bis ctv/a ?A C-Atoineu, K'' 
und R Methy]-, Athyl- oder Hydroxyathylgruppen und R erne 
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Athylengruppe ist und n einen V/ert von 0 bis etwa 10 hat, 
Spezielle Beispiele fur diese Verbinduncen sind I/ii.iO thyldcde- 
cylaminoxid imd Bis-(2-hydrox.y aLhyl )-doac;Cylaiainox lu. 

7) Langkettige tertiare Phosphjnoxide der allf?:emeinGn Porinol 

f 

- P 0 

5 

in der R ein Alkyl-, Alkenyl- Oder Honoh.y'?roxyalkylrest mi t 10 

V 

bis 24 C-Atoraen in der Kette and R und R' Alkyl- Oder i-lonohy- 
droxyalkylreste mit 1 bic 2 C-Atomen sind. Beispiele fiir diene 
Verbindungen sind Dime thyldcdocylphorjphinoxid und Dimethyl-( 2- 
hy dr oxy d ode c y J. } -ph c s ph in ox :i d . 

8) langkettige Sulfoxide der allgemeinen ForiTiel 

0 

8 * Q 

R - s - n -^ 

in del' R^ eln Alkylrest rait etv/a 10 bis etwa 18 C-Atcmen und 
9 

R ein Allcylrest mit 1 bis 3 C-Atoiaon und 1 bis 2 ilydx^oxyl- 
gruppen ist. Spci^ielle Beispiele fur diene Vei^bindungen sind 
Dod^cylinethyl?ulf oxid und ' 3-xIyclroxytr i rlr.-ylno thyl nulfoxid . 

Belspj cle fui" ampholy tische Ilotzmittel s Lnd Derivate jiliphati- , 
tjchor sekundarci' und tortiarer Amine, in aenen doi; Alkylx*cst 
unvox"i:v;ci/^.t odor verrAveigt ist und in denen einer ucr filiphati- 
schen Restc etwa 8 bis 18 C-Atorne enthiilt und ein Rest eine 
anionitjohe, waaserlcislich rnrichonde Gru^jpo, 2.1># eine Carbx^icyl-, 
Sulx^o-, Sulfate-, riiviijphato- oaer lliosp-jonogrupijo enthilit. 
Beispiele fiir dieee Verbindungen sind Katri un!-3-dodecylaniino- 
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propionat und iJatrium-':>-dodecylaminopropansulf onat . 

Beiapiele fur switterionische Ke tzmittel sind die Derivate ali- 
phaticcher quarti-irer Ammonium-, Phosphonium- und Sulf oniuinver- 
bindungen, in denen dcr Alkylrest unverzv/eigt oder verzv/eigt 
ist und in dcnen eincr der aliphatischen Keste etv/a 8 "bis ^.'-v 
C-Atome enthiilt und e-nner'der Rcste eine onioniache, wasserli3s- 
lich raachende Gruppo onthiilt, a.B. eine Carboxyl-, SulTo-, 
Sulfate-, Phcspnatc- cder Ph ).:phonogruppe . Beispiole fur diese 
VerbimUmgen Kind 3-( , ii-r.iraethyl-K-hexadecylammonio )-propan-l- 
sulfonat und 3-(N,N-nimeth7yl-K-hexadecylcJiimo:.i ; ) -^-hydroxy- 
propan-l-sulf onat . Diuse Verbindungen siud weeien ihrer Kaltv/as- 
ser-Kutzmittclcigcnschaftr^n bevoi-sugt. 

Die vorgenanntGn IJetsini If.eJ kcinnen allein odor im Gemicch ver- 

v/endot werden. Bei der vorsteiienrlnn Aufzahlung handelt es sich 

lediglich um Bei- • • ^ «n 

spiele fUr die zahlreichen Net;:ini ttel , die fuv dxe WascihmiOtel 

der ]::rfindung in Frage kominon. iir, kcnncn auch andere organifiche 

Verbindungen nit IJetzmi tteleigenschaf ten vervvendct v/crden. Ge- 

wbhnlicli sind die wascliakt iven Subs tanzen in Hengen von etwa 4 

bis etv;a 20 'A det, Watichnittols .vorhanden. 

Die V/aschmii.tel dcr Erfindung konnen aucJi weitere ubliche Zusiit- 
zc entlialten, .vi e komplexe Fhoaphate, z,B. KatriuratrTpoly- 
phocphat und i.-itrlunpyi-ophosphat , die vorsugsv/eise in Hengen 
von etwa 4 0 bin 50 Gewichtsprozent des V/asohmittels verv/eutSot 
v/erden. Pernor konuon uolcbe Verbindun.^jon verwendet werdcn, •..•ie 
IJatrium-cyanlriacotat und liatriumcitrat . Die v.-iclitigste V/irkung 
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dieser Verbindungen besteht in der V/eichmachung des Wasser:-^. 
Andere Zusatze sind 2.B. wasserfreies Natriumsilika L; , gev/ohnlich 
in Mengen von 1 bis 10 Gewichtsprozent , schv/ach alkalische Ver- * 
bindungen, v;ie Natriumbicarbonat , gcwohnlich in Mengen bis zu 
20 Gewichtsprozent, ?ullstoffe, v/ie Natriumsulf at , und andere 
Verbindungen, wie Carboxymethylcellulose , Parfume und optische 
Aufheller. Die V/aschmittel konnen in ublicher V/eise hergestellt 
werden, z.B. durch Mischen der Bestandteile Oder durch Herstel- 
lung einer Vorraischung, die anschliessend init den weiteren Be- 
standteilen vermischt wird. Vorzugsweise wird das Enzymprapa- 
rat der Erfindung oder sein Umsetzuiigspz^odukt rrit Metallionen 
Oder ahnlichen Reaktionsteilnehmern mit einer oder mehreren der 
anderen Verbindungen gemischt, z.B. dern Pullstoff, der gev/ohn- 
lich Natriumsulfat ist. Auf diese Weise v/ird zunachst ein Kon- 
zentrat mit bestimmter Enzymaktivitat hergestellt, das anschlies- 
send mit den anderen Bestandteilen vermischt werden kann# 

Die Enzymaktivitat wird f olgendermassen bestimmt. Die Aktivitat 

elnes Ensyras wird in Einheiten angegeben. Eine Einheit des En- 

zyms ist die^-jenige Menge des Enzyms, die cine bestimmte chemi- 

sche Umsetzung innerhalb einer bestimtiten Zeit durchfUhrt, Die 

Reaktionsbedingungen beeinflussen die Best'jmraxmg der Aktivitat 

erheblich. Die Aktivitat wird vo^rsugswe ise unter solchen Bc- 

diiigungen bestimmt, v/ie sie in V/aschlaugen vorliegen, da einige 

Proteasen in Waschpulvern verwendet werden. Aus diesen Grunden 

wird die BestaiTimunf; in Gegenwart von Nat.**:; umtripolyphosphat 

durchgefuhrt , veil dieses Salz in den moisten Waschmitteln vor- 

v/erden 

handen ist. \7eiterhin / der Pjj-Wert und die Temperatur uuT 
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die Wasclibedingungen eingestellt. Die Bestimmung der Aktivitat, 
die in Delf t-Einheiten (DU) aJigegeben wird, erfolgt durch iie- 
stimmung der Reaktion des Ilnzyms gegeniiber Kaseiu. Die Stabili- 
tat v/assriger Lbsungen des Enzyms wird durch Bestiramung der Ak- 
tivitat der Losung in Zeitabstanden bestimmts, 

Zur Bestimmung der Aktivitat dieses Enzyms werden folgende Rea- 
gensien verwendets 

Reagenz 1: 130 g 0aGl2o6H20 gelbst in destillicrtem Wasser auf 
3000 mlo 

Heagenz 2s 42 g MgCl2.6"H20 gelbst in destilliertem Wasser auf 
3000 mlo 

Reagenz 3s 63 g NaHGO^ gelbst in destilliertem V/asser auf 
3000 mlo 

Reagenz 4s Ein Gemisch aus 100 ml Reagenz 1, 100 ml Raagenz 2, 
100 ml Reagenz 3 in 9700 ml destilliertem V/asser « 
Diese Lbsung hat eine Harte von 15° (deutsche Harte- 
grade )o 

Reagenz 5s 36,34 g Tris-hydroxymethylaminomethan gelbst in 
Reagenz 4 auf 1000 ml„ 

Reagenz 6s Ein Gemisch aus 1000 g Katriumtripolyphosphat , 

500 ml Reagenz 1, 500 ml Reagenz 2, 500 ml Reagenz 3 
in 48,5 Liter destilliertem Wasser o Der pjj-Wert wird 
rait lOprozentiger Salzsaure auf 8,5 eihgestellto 

Reagenz 7s 540 g Trichloressigsaure in destilliertem Wasser auf 
3000 mlo 

Reagenz 8s 900 g Katriumacetat » 3H2C gelbst in destilliertem 
Wa&ser auf 3000 ml,, 
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Reagenz 9: 900 ml Essigsaure gelbst in destilliertem V/as.-ior 
auf 3000 ml. 

Reagenz 10: 2,5 ml Tween-80 gelost in distil lier-cem V/risser auf 
50 ml. 

Feagenz 11: 100 ml Reagenz 7, 100 ml Weagenz 0, 100 ml Reagenz 9 
und 4- ml Reagenz 10 werden in der angegebenen Rei- 
henfolge miteinander vermischt und mit destilller- 
tern V/asser auf 1000 ml verdiinnt, 

Reagenz 12: Case insubstratlb sung. Diese Lusung v/ird folgender- 
massen hergestellt: 

36,0 g Caocin (Merck, fiir blochemische Zwecke) wer- 
den in 2,5 Liter Reagenz 4 unter Riihren gelost. Das 
Gemisch wird v;aitere 10 Minuten geruhrt, mit 300 ml 
Reagenz 5 versetzt und nochmals 10 Minuten ge- 
rlihrt. Anschliessend wird das Gemisch auf einem 
V/asserbad auf To'^C erwax^mt und geriihrt, bis die Tem- 
peratur 40°G erreicht hat. Bei dieser Temperatur 
wird der Pjj-Wert mit 1 n Natronlauge auf 8,5 einge- 
stellt. Nach dem Abkiihlen auf Raum temperatur wird 
das Gemisch rait Rqagenz 4- auf 3 Liter verdiinnt und 
die Losung nochmals geriihrt. Diese Lbsung ist einen 
Tag haltbar, so fern sie im KiihlGchrank aufbev/ahrt 
wird. 

Die Proteaseaktivitat wird f olgendermassen bestimmt: 
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Eine abgev/ogene Menge eines honior.onen Enzympraparats v/ird in 
einer geeigncten Menge Rec^c^nz 6 gelbst, Der p^-Wert die;.e.r Lb- 
sung wird mit in Natronlauge oder I'n Salzsaure bei iiaumtempe- 
ratur auf 8,5 eingestellt. Die Enzyrakonzcntration der Lbsung iat 
so gewalxlt, dass die Aktivitat der Lbsung et^^rP. 20 bis 30 Delft- 
Einneiten Protease/ml betragt, Diese Lbsung darf nicht langer 
als 2 Stunden aufbewahrt werden. Die Enzymlbsung, das Casein- 
subsurat und einigo Zentrifugenrbhrchen verdon auf einem V/asser- 
bad auf 40°C + 6,:."o erv-arnito 1 ml der Enzymlc sung wird in ein 
zentrifugenrbhrchen pipettiert„ Sobald diese Lbsung 40°C er- 
reicht hat, werden 5 der Caseinsubstratlbsuns in das Zentri- 
fugenrbhrchen pi petti ert und mit der Enzymlbsung griindlich ver- 
mir,chto Die Reaktion-^zeit betragt genau 40 Minuten. Anschlies- 
send werden 5 ml Reagenz 11 in das Zentrifugenrbhrchen pipet- 
tiert und mit der Lbsung vermischt. Das Zentrifugenrbhrcnen wird 
dann 30 Minuten in ein Wasserbad eingestellt, damit die Pallung 
koaguliert. Anschliessend wird das Zentrifugenrbhrchen 15 Kinu- 
ten zentrifugierto 

Pur oede Enzymlbsung wird ein Blindversuch durchgef uhrt , indem 
3 ml Reagenz 11 in ein Zentrifugenrbhrchen pipettiert werden, 
•'die Lbsung auf 40°G erwarrat und aiischliessend init 1 ml Enzjir.lb- 
sung und 5 ml Coseinsubstratlbsung versetzt wird, Der Tnhalt 
der. Rbhrchens wira prundlich vermischt, ansohliess'.nd wird aas 
Rbhrchen 30 Minuten in ein Wasserbad eingestellt und hierauf 
15 Minuten zeux.-.fugier to Die optische Dichte der klaren Lbsung 
bei 275 nm gegc-n desta lliertes V/asser wird in einem UV-Spoi:tro- 
photometer beotimmto Der Unterschied zwiscron der optischen 
Dichte a er Testlbsung und der Kontrollbsung ( A OD) soil etwa 
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0,4 "bis 0,6 betragen. Wenn der Unterschied zu hoch oder zu 
niedrig ist, muss ein neuer Versuch mit einer starker verdiinn- 
ten Oder starker konzentrierten Enzymlosung durchgefuhrt v/erden. 
Die Aktivitat des Ensyms, ausgedruckt in DU/g enzymlialtigem 
Material, kami f olgend '^rmassen berechnet werden: 

A OD X 11.x Verdiinnimgsfaktor x 4,545 

11 bedeutet die Verdlinnung der Enzymlosung durch das Substrat 
\md das Reagenz 11, Der Verdiinnungsf aktor ist der Quotient der 
Gesamtzahl an ml Enzy:.;lcf3ang und dem Gewicht der Probe in g. 
Die Zahl 4,545 ist ein Umwandlungsf aktor. 

Die Beispiele erlautern die Erfindung, 

Beispiel 1 
Rohe Protease, die bei der Zuchtung eines Bacillus fjubtilis 
erhalten wurde , wird in Wasser bis zu einer Konzentration von 
etwa 100 000 DU/ml gelost. Der Pjj-V/ert wird auf 7 eingestellt, 
Hierauf wird die Enzymlosung mit 10 Volumprozent einer 15 Ge- 
wichtsprozent/Volumen verdiinnten Losung der Polymerlosung 
G-942 (einer 24 bis 2Gprozentigen wassrigen Losung eines 1 : 1 
Maleinsaure-Styrol-Copolyraerisats ) in V/asGor versetzt. Es bil- 
det sich in geringer Menge eine Fallung. Das Gemisch wird ge- 
riihrt und der pjj-V/ert mit verdunnter Salzsaure auf 5 einge- 
stellt. Hierbei bildet sich eine groase Menge einer J'S.llung, 
die den Komplex der Px^otease mit dem Polymor darstellt. Die er- 
haltene Suspension wird 1 Stunde gerUhi^t, die Pallung abfil- 
triert, in Aceton suspendiert und wieder abfiltriert. An- 
schliessend wird dic^ Pallung getrocknet. Das erhaltene Proteaae- 
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praparat hat eine 2 bis 4 mal hnhere Reinheit als das rohe Aus- 
gangsmat erial . 

Die imterschiedlicnen Eigenschaf ten des Prot easekomplexes und 
eines herkonimlichen Proteasepraparates wird durch die folgonden 
Versuche erlautert. 

Die Praparate werden jeweils in Wasser bis zu einer Enzymakti- 
"itat von 100 000 DU/ml gelbst. Der p^j-Wert wird durch gleich- 
zeitige Zugahe verdunnter Natronlauge hei 9 gehalten. Dann wird 
eine verdiinnte Losung von Hyamin 1622 (p-tert .-Cotylphenoxy- 
athoxyathyldimethylbenzylammoniumchlorid) zugv^seben. In der Lo- 
sung des erfindungsgemassen Enzymkomplexes bildtt sich eine 
Fallixng, wahrend in der Losung des anderen Enzympraparates keine 
Pallung gebildet wird. Ein Blindversuch, der mit einer verdiinn- 
ten Losung der Polymeric sung ohne das Enzym durchgef ulirt wurde, • 
ergab ebenfalls eine Fiillung nach Zugabe von Hyamin 1622. Caraus 
kann geschlossen werden, dass das Polymer einen Teil des Prote- 
asekomplexes bildet. - 

Bei einem anderen Versuch wurde das erfindungsgemasse Enzympra- 
parat sowie ein iibliches Enzympraparat in einem Elektrofocussier- 
test nach H. Haglund, Science Tools, Bd. 14. Kr. 2, Seite 17 
(1967) verglichen. Der Versuch mit dem erfindungsgemassen En- . 
zyrapraparat zeigt die Bildung einer Zone fester Stoffe im nie- 
drigeren pjj-Bereich. Diese festen Stoffe ergeben nach dem Ab- 
trennen und Auflosen in Wasser bei hohem Pjj-Wert eine Pallung 
mit Hyamin 1622. Das UV-Absorptionsspektrura dieser LSsung ist 
Idcntisch mit d<-.m 'JV-Absorptlonsspektrum einer verdlinnten Lo- 
sung von G-942. Der Versuch mit dem Ublichen Enzympraparat 

1 0 9 8 3 8 / 1 B 4 9 



i 



i 



BNSDOCID- <DE 2109881A1> 



- 18 - 



2109881 



zeigt, dass eine derartige Zone fester Stoffe nicht im aiigege- 
benen Pjj-l-ebiet gebildet wird und die Zugabe von ri:yamin 1622 
keine^ Fallung hervorrief . Dieser Versuch zeigt fertiez-, dass das 
erf indungsgemasse Enzympraparat sich von den ublichon Enzym- 
praparaten dadurch unterscheidot , dass das Enzym in einem Kom- 
pl'ex mit dem Polymer gebunden ist. 

Das Enzympraparat der -Ei-findung wird zur Herat ellung eines 
V/aschmittels folgender Zusammensetzung verwendet: 

Bestandteil Gev/lchtsteile 

wasserfreies IJatriaiuCiUlf at 54 

Natrixuntripolyphosphat ' 24 

Natriumpyrophosphat 6 

Natriumbicarbonat 10 

Carboxymethyl cellulose 2 

Dialkylphenoxypoly ( athylenoxy )athanol 4 

liizympraparat der Erfindung 2000 DU/g 

Das erhaltene Wasehmittel hat die gleiche V/aschaktivitat v/ie 
eiii ahnliches V/aschmittel, bei dem ans telle des Enzyinkojnplexes 
ein iibliches E'nzympraparat verv;43ndet wird. Das vorstehend ge- 
nannte V/aschmittel mit dem Enzymkomplex ist heller und hat 
einen geringeren Geruch als ahnliche V/aschmittel, die^mit Ubllchgi 
Enzympraparaten hergestellt sind-. 

Zur Bestimmung der Waschaktivitat wird ein Waschversuch mit den 
nachstehend genannten Waschmitteln durchfecfUhrt , bei denen die 
Destandteile (mit Ausnahme der Enzymkomponente ) die gleichen 
Bind, wie in dem vorgenannten Waschraif*;el. Es werden mehrere Pro- 
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ben hergestellt, die 0, 250, 500, 1000 und 2000 DU/g des er- 
findungsgemassen Enzympraparates sov/ie 0, 250, 500, 1000 u/id 
2000 DU/g eines" herkbmmliciien Enzympraparates en-chalten. Fur 
die sen Versuch werden Stoffproben mit den A^messungen 5 x 5 cm 
des Typs EMPA-116 (Eidgenossische Material-Pri'ifungs- und Ver- 
suchsanstalt fur Industrie, Bauwesen und Geverbe in St, Gallen, 
Schweiz) varwendet, die rait Blut, Milch und Russ verschmutzt 
sindo 

Durch Auflbson von 4 g Wasclimittel in synthetisch.im Leitungs- ^ 

wasser (Reagenz A) auf 1 Liter werden Waschlaugen hergestellt, 

T?ur oede Probe wird ein 300 ml fass^nder Erlenmcyer-Kolben ver- 

wendet, der 250 ml der Waschlauge enthalto Die Erlenmeyer-Kol- 

ben werden bei 45°C In ein V/asserbad eingestellt » In jedem Kol- 

ben wird eine St off probe eingebracht und genau 1 Stunde bei 

45°C eingeweichto Der Inhalt der Kolben wird jcde 10 Minuten um- 

X 

geschuttelto Danach vird die Waschlauge abgegossen, hierauf 
werden 250 ml Standard-Leitungswasser zugegeben, die Erlenmeyer- 
Kolben werden mit einem Gummistopfen verschlossen und genau 
1 Minute kraftig geschuttelt. Samtliche Stoffproben werden hier- 
auf in ein Becher*?las gegeben ukd in langsam laufendera Leitungs- 
Vasser raindestcns 10 Minuten gespiilt, Danach werden die Stoff- 
proben entnommen, zwischen saubere Handtiicher gelegt-tind l6 
bis 18 Stunden ohne Druek getrocknet. Die Ergebnisse der Rei- 
nigungswirkung werden rait einem Elrepho-Remissionsapparat uuter 
terwendung von Kagnesiumoxid als Bezugssubstanz bestimrat. Es wird 
' ein Filter Nr„ 1 verwendet. Die Remissionen werden in Prozent der 
Remission einer vollstandig sauberen Stoff probe berechnet o In 
Tabelle I sind die Ergebnisae zusaramengeBte:-lt o 
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Tabelle I 




UU/g 


Probe mit dem Enzyn- 
praparat der ErTin- 
dung 


Probe mit hex*lcbnirn- 
lichem Erisyniprapa- 


0 ■ 


45 


45 


250 


58 


59 


500 


66 


66 


1000 


69 


70 


2000 


75 - 


73 



Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass die Remissions\\'erte nicht 
signifikant versiohieJeui sj. nd. Daraus ist zu entnehmeii, dass die 
Waschaktivitat der Pi'oben mit dem errindungsgemassen Enzymkom- 
plex die gleiche ist v;j.e die der Proben mit dem herkommlichcn 
Enzympraparat . 

Beispiel 2 
Ein kcnzentriertes Kulturf iltrat , das bei der ZUchtung eines 
Bacillus . subtilis erhalten wurde , und das einen Pj^-V/ert von 7 
und eine Aktivitat von etwa 100 000 DU/ml hat, wird in einer 
Menge von 10 Volumprozent mit einer 20gewichtsprozentigen/Volu- 
men verdtinnten Lbsung der 25prozent j gen Polynierlbsung G-942 
in Wasser versetzt, Es bildet sich in geringer Menge eine Fal- 
lung. Der p^-V/ert wird mit verdlinnter Schwef elsaure unter Ruhx*e^i 
auf 4 eingestellt* IJierbei bildet sich eine gx-osse Menge einer 
fallung, die den Protease-Polymerkomplex darstellt. Die Pallung 
vird gemase Beispiel 1 abgetrennt und aufgearbeitet • 

Das erhaltene Enzympraparat hat eine 2 bis 4 nial hBhere Reinheit 
als die nach Ublichen Methoden erhalte.nen Praparate. Die Ausbeu- 
te betiagt 90 der Theorie, bezogen auf die Proteaaeaktivitat 

109839/16 49 



<DE 2109881A1> 



- 21 - 



2109881 



der eingesetzten Losung. 

Aus diesem Enfiympraparat wird ein Waschmittel hergestellt, daa 
die gleichen 'vVascheigenschaf ten hat, wie ein ahnliches V/asnh- 
mittel, das eine vergleichbare Menge eines herkomml-ichen Ensym- 
praparats enthalt. 



B'eispiel 3 
Es werden verschiedene Enzympraparate durch Zusatz 'einer vaas- 
rigen Lbsung des untersuchenden Polymers zu eiiier Protease- 
lo.sung mit einer Aktivitat von 80 000 bis 100 000 DU/ral und 
Einstellen des Pj^-Wertss auf 4 hergiestellt . Die erhaltenen Eal- 
lungen werden abfiltriort oder abgeschleudert und gemass Bei- 
spiel 1 gewaschen und getrocknet. Die Ergebnisae sind in Tabel- 
le II zusammengestellt • 
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Tabelle II 



Polymer 








Auk bou- 


Aktivi tat , 






■tc, 






Polyacrylsaure 






0,5 




3 




OOf) 


Acrylsaure-Styrol-Copolymerl- 


21 


000 


0,5 


67 








skt 2 : 1 
















Polymethacrylsciure 




000 


0,75 


75 






uuu 


Mexiiacpyibaure — o o7>™ ox— uo poxy— 




w \_/ W 




66 


4 


480 


000 


merisat 2:1 ^ 
















waJ-GXiisaui G— oxy POX— vyopu nui — 


„ -1- 


v.* 0 






4 


220 


OOC) 


x^isat 1 : 1' 
















I'jal J. n a aur e — o x ^ x* o i — uo p o.l yin c — 




DO f J 




8*5 


4 


200 


000 


risat 1:1 
















rial e i n G aur e - S ty 2-0 1 - C 0 13 0 l:y r.i 0 - 




A' in 
U JU 


('; li 




3 


850 


000 


rifjat 3:2 
















AtlLylen-Maleinsauru-Copoly- 


44 


000. 


0,16 


57 


4 


860 


000 


rnerisat 1:1, vernetL^/t 
















At h y 1 e n- Ma 1 e i n s au r e - C 0 p 0 1 y - 






0,15 


55 


4 


700 


coo 


merisat 1:1 
















1 : 1 Gemisch aus Athylen- 






0,5 


98 


3 


320- 


• 000 


wax e n j isauj?ti — -jxy i*itr;x -l 0 tx t» 
















1 ; 1 mid MalGintiaure- 
















Styai-ol-CopolyricriHat 1 : 1 
















Mai e ill s au r e - S t yr 0 1 - C op 0 ly me r i - 






0,5 


95 


4 


320 


000 


sat 1 : 1 
















Mai 0 in s aur e - racn ob u t y 1 e k t e r - 






0,6 


30 




780 


coo 


Me t hy 1 v j. ny 1 at h e r - C 0 p 0 1,7 ii\ n r i- 






3 


1 sat 1 : 1 

















(1) fo Gewicht/Volumen, bezogen auf den Trockensubatanzgehalt . 

Beiapiel 4 
Der Einfluss der Menge der PolymerlSsung G-942 wurde anhand von 
Pallungsversuchen mit einer Bacillus subtilia ProteaaelBsung 
untersucht, die etwa 70 GlOO DU/ral enthalt. Die Pallungsausbeu- 
ten werden durch Auflbsen der feuchten PMllungen und BeBtimmen 
der proteolytischen Aktlvitat b»»ti««*. WUu»i«n iwrdon ga- 
m&BB Beiepiol 1 gawaschon un* getroolmet, jjfij. ypiyii^r|^hai der 
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Trockenpraparate wird "bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 
III r.usammengestellt . 

Tabelle III 



Dosis, 5o der kommer— 
ziellen G-942-Lo- 


, Pallungsausbeute , 


G-942-Polymergehalt in 1 
trockenem Praparat, 


0,25 


31 


10 




63 




1 

• 


80 




2 


85 


18 


4 


89 


25,5 • 


8 


' 89 




16 


77 





Aus der Tabelle geht hervor, dass nan eine optir-ale Pallungs- 
ausbeute bei einer Dosis von 4 bis 8 der kominerziellen G-942- 
Lbsung erhalt. 

Beispiel 5 
Maleinsaure-Styrol-Copolymerisatkomplex von Alcalase 

Eine Lbsung von Alcalase (ein von Bacillus subtilis erseugtes 
Enzym) wird mit 5 Volumprozent einer 1 : 5 verdiinnten Lbsung 
der Polymei-lbsung G-942 verse tzt. Der Pjj-\*-ert wird mit 4 n Es- 
sigsaure auf 4,2 eingestellt. Die Fallurig wird abfiltriert, mit 
Aceton gewaschen and getrocknct.' Das Trockenpraparat hat eine 
Ak14vitat von 2 420 000 DU/g- Ausbeute 92 'A der n»heorie. 

Bt^ispie l J& 

lyialeinsaure-Styrol-Copolymerisatkomplex einer Protease 

800 ml .eines Kulturf iltrate yon Bacillus alkalophilus , das et- 
v/a 28 .000 DU/ml enthalt, werden'mit 15 ml einer 1:5 ver^liinn- • 
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ten Losung der Polymerlosung G-942 versetzt. Der pj^-Wert wird 
mit 4 n Essigsaure auf 4,2 eingertellt . Die gebildete Pallung 
vird abzentrifugiert, mit einem iji.Gemisch von Methanol 

und Ace ton gev/asohen und getrocknet. Die proteolytische Aktivi- 
tat betragt.lO 900 000 DU/g. Ausbeute 86 io der Theorie* 

Beispiel 7 
Maleinsaure-Styrol-Copolymerisatkomplex von Amylase 

200 ml einer Losung von Amylase, die mit einem Bacillus 
subtilis erzeugt wurdc, v/erden mit. 20 ml einer 1 : 5 verdunn- 
ten Losung der Polymerlosung von G-942 versetzt. Der p^-V/ert 
wird mit 1 n Salzsaurc auf 4,0 eingestellt. Die gebildete Pal- 
lung wird absentrifugiert und in wenig V/asser suspendicrt. Der 
Pjj-V/ert der Suspension wird 1 n Ilatronlauge auf 7 eingestellt 
imd die Suspension wird mil: dor droifachen Volumenrnenge Ace ton 
versetzt • Die Pallung wird abfiltriert, mit Aceton gewacchen 
und getrocknet* Das Produkt hat 81 io der ursprunglichen Amyla- 
seaktivitat. 

Beispiel 8 
Maleinsaure-Styrol-Copolymerisratkomplex einer Lipase 

20 ml einer Losung, die 600 mg eines Lipasepriiparates aus 
der Kulturbriihe von Candida cylindracaea nov. sp. erfkhalt, 
und einen p^-V/ert von 4,5 aufweist, werden mit 2 ml ejner 1 : 5 
verdunnten Losung der Polymerlosung von G-942 versetzt. Der 
Pjj-Wert wird mil 1 n Salzsaure auf 3,^^ eingestellt. Die Pal- 
lung wird abzentrifugiert, mit Aceton gewaschen xmd getrock- 
net. Es werden 265 mg eines Produktes mit etwa 90 ?S der ur- 
spriinglichen Lipaueaktivitat erhalten. 
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Bel spiel 9 
Maleinsaure-Styral-Copol^'merisatkomplex einer Lactase 

40 ml einex' Lbsung, die 1 io eines Lactasepraparates aus Hefe 

imd 0,5 Gelatine enthalt, werden mit 4,4 ml einer 1 : 5 ver- 

diinnten Lc5sung der Polymerlosung G-942 verscLzt. Der p^^-V/ert 

wird auf 4,0 eingestellt. Die gebildete Pallung enthalt 61 

der urspriinglichen Lactaseaktivitat . Ein Blindversuch ohne Zu- 

satz der Polymerlboung G-942 ergibt beim Ansauern ebenfalls 

eine Pallung, die jedoch weniger als 1 ^ der urspriinglichen I 

Lactaseaktivitat enthalt. 

. ** 

Belspiel 10 
Maleinsaure-Styrol-Copolymerisatkomplex einer Alkoholdehydroge^ 

Aus autolysierter Backerhefe wird ein Alkoholdchydrosenasef lltrat 
erhalten. 120 ml dieses Piltrats mit einem p^j-Wert von 7 wer- 
den mit 4 Volumprozent einer 1 : 5 verdunnten Losung der Poly- 
merlosung von G-942 versetzt. Der Pjj-Wert v/ird mit 4 n Essig- 
saure auf 4,5 eingestellt. Die gebildete Pallung wird absen- 
trifugiert, mit Ace ton gewaschen und getroclmet. Es v/crden 
3,3 g Trockenprodukt rait 55 5^ -der ' urspriinglichen Aktivitat 
des Hefefiltrats erhalten. 

Belsplel 11 
Es werden dj.e toxischen Effekte von awei Proben von proteoly- 
tlschen Enzj/mpraparaten bestlmmt. Die eine Probe let ein 
in herkemrnl'ichea Weise durch Ausfailung mit einem organischen 
?Llisungsmittel hergestolltee EnzymprUparat, Diese Probe wird 
•jjllt dem gemaBi Beispiel 1 hergeatellton EnzymprSparat d r Er- 

i ■ . * 
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findung verglichen. Die Proben werden mit Natriumsulf ai; mif 
eine proteolytische Aktivitat von etwa 300 OOU DU/g einsestellt , 
in Wasser gelbst und mittels einer 3prUhvorrichtuM£ in einem 
Behalter verteilt. Jeder Behalter cnthalt 5 mannliche Mause mi^"- 
einem Kbrpergewicht von 24 g, erhalten von Carworth Europe, 
Alconbury, Huntingdon, England. Die Enzymkonzentration in der 
Lu±t bf^tragt 5000 DU/Liter im evtsten Versuch. Die Behandlungs- 
dauer betragt 5 Stundon. Danach werden dio Tiexe 7 Tage beob- 
achtet. Es werden folgende Ergebnisse ern^llen. Bei dem her- 
kbmmlichen Produkt starben 2 Tiere. .Bei dem Enzympraparat der 
Erfindung erfolgten kein« Todesfalle. 

In einem zweiten Versuch vmrden 8 Ratten (4 mannliche und 

4 weibliche von der gleichen Farm) einer Enzyrnaktivitat von 

800 DU/Liter wahrend 68 otunden ausgeaetzt. Nach dreitatiser Be- 

obachtung werden folgende Ergebnisse erhalten: 

Mit dem herkbmmlichen Produkt starben 6 Ticre. mlt dem Enzym- 

praparat der Erfindung erfolgten keine Todesfalle. 

In einem dritten Versuch werden 8 Ratten an 5 auf einanderf olgen- 
den Tagen jeweils 5 Stunden einer Enzymaktivitat von 800 DU/LL- 
ter ausgesetzt. Die Tiere "werden wahrend 14 Xagen beobachtet. 
Mit dem herkbmmlichen Produkt starb ein Tier, wahrend mit dem 
Enzympraparat der Erfindung keiAe Todesfalle beobachtet wurden. 
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Pate ntansprii Che 

lo Enzympraparat, enthaltend einen.. Komplex aus einem Unzym 

und einem in wassrig-alkalischer Lbsung loslichen Polyiiier mit 

einer unverzweigten Oder verzweigten C-C-Kette mit Carboxylgrup- 

pen als Su'bstituenten und mit einem Durchschnittsmolekularge- 

A?;icht von raindest.-ns 10 000, wobei das Polymer gegebenenf alls 

als v/eitere Substituenten gegebenenf alls subs ti tuierte Kohlen- 

wasserstof frestp enthalten kaiin und die C-C-Kette und bzw. oder 

die Kohlemvasserstoffreste gegebenenf alls durch Hetcroatome j, Q 

vorzugsweise Sauerst^-rf fatome, unterbrochen sein kbnneno 

2o Enzi^mpraparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeiclinct , 
das& das Polymer -CHXCY(COOII)-Gruppen enthalt, in denen Z ein 
Wasserstof fatom oder eine Carboxy Igruppe und Y ein V/asserstof f- 
atom odor cine Methylgruppe bedeutet, und das Polymer mindestens 
ein weiteres Comonoraer einpolymerislex^t enthaltj, und wobei die 
Carboxylgruppen teilweise mit niederen aliphatischen Alkoholen 
verestert oder mit Amraoniak oder Aminen teilweise in die ent- 
spreclienden Saureamide uberfiihrt istc Q 

3o Enzympraparat nach Anspruch 2^ daduroh gekennzeichnet , dass 
das Polymer sich von Acrylsaure oder Methacrylsaure oder von 
einem Copolymerisat von Acrylsaure ^ MethaorylsUure oJer Male- 
ifiBaure mi t Styrol^ jflthylen oder He thy 1 vinyl ather ableiteto 

.4o Enzympraparat nach Anspruch 3^ dadurch gekennzeichnet , dass 
das Polymer lediglich Kohlenwasserstof f reste und Carboxylgruppen . 
als Substituenten der C-C-Kette tragto 
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5. Enzympraparat nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , 
dacG eine der Struktureinheit en oes Polymers Maleinsaure ist. 

6. Enzympraparat nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , dass 
eirie der Struktureinheiten eln Mcnoarylathylenrest ist. 

7. Enzympraparat nach Anspruch 6, dadurch gekennseiohnet , 
dass die Monoarylathyleneinheiu' Styrol ist* 

8* Enzympraparat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 

dass das Polymer ein Maleinsaure-Styrol-Copolymerisat ist. 

9. Enzympraparat n^ich Anspruch 8^. dadurch gekennzeichnet, 
dass das Molyerhaltnis der Maleinsaureeinheiten zu den Styrol- 
einheiten im Copolymerisat etwa 5 : 1 his 1 : 3 bet;ragt. 

r 

m 

10. Enzympraparat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Molverhaltnis . der Maleinsaureeinheiten zu den Styrol- 
einheiten im Copolymerisat etva 3 : 2 bis 2 : 3 betragt. 

11. Enzympraparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Durchschnittsmolekulargewicht dea Polymers raindestens 
20 000 betragt. 

12. Enzympraparat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dasG das Enaym eine Protease is;t, die im Gemisch mi^" einem 
anderen Enzym, insbesondere Amylase oder Lipase, voi»liegt . 

13# Enzympraparat nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
dasB die Protease durch eine Bacillusar t erzeugt worden ist. 
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14 o Erizympraparat nach Anspruch 1 bis 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es mit MetallionGn oder Reagenzien, die mit den 
freien Carboxylgruppen des Polymers reagieren kSnnen, umge- 
setzt worden lot. 

15 c - Enzympraparat nach /inspruch 14, dadurch gekennzeichnet , 
dass es mit Aluminium- Eisen-, Ghrom- oder Zirkoniumionon um- 
gesetzt worden isto 

16 o Verfahren zur Ee:cstellung des Enzympraparats 2iach An- 
spruch 1 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass man eine wassri- 
ge Losung eines Enzyrns mit einer v^^ssrigen Losung eines Poly- 
mers mit einer unverzv/eigten oder verzv/eigten C-C-Kette mit 
Carboycylgruppen als Substituenten und mit einem Lurchschnitts- 
molekulargev/icht von mindcstcns 10 000 zusammcnbringt , v/obei 
das Polymer gegebenenfalls als wei Lere Substituenten gegebc- 
nenfalls substituierte Kohlenwassers tof f reste enthalten kann, 
und die .C-C-Kette und bzWo oder die Kohlenwasserstof ireste ge- 
gebenenfalls durch Heteroatome, vorzugsweise Sauerstof fatome^ 
unterbrochen sein konnen, und dass man den erhaltenen Enzym- 
komplex gegebenenxalls mit einer Losung behandeltj die Metall- 
ionen oder Reagenzien enthaltj, die mit den freien Carboxyl- 
gruppen dee Polymers reagiereno ^ , 

■ * * 

17 o Verfahren nach Anspruch 16 j, dadurch gekennzeichnet p dass 
man V or oder nach dem Vermlschen d©r Enzymlosung rait der Poly- 
merlosung den pjj-V/ert auf etwa 2 bis etwa 9 einstellt und die 
gebildete Killung abtrennta 
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18. Vcrfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzei chne t , dass 



19. Verfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet / dass 
man die Pallung abfiltriert und den gebildeten Enzymkoniplex 
wascht und trockiieb. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzoichnet , dasG 
man den Enzymkomplex mit einem organischen Loaungsiuittel, vor- 
zu;5sv/eise Ace ton odt-Ji* iithanol^ wascht. 

21* Verfaliren nach Anspruch 16 his 20, dad*-^j? -'t f^ekennzeichnet , 
dass man den Enzymkonxplex mit eine'i* Aluminium-, Eisen- , Chrorn- 
oder Zirkoniumionen enthaltenden Losung behandelt. 



rnan den p^-V/ert auf etwa 2 bis etwa 6 einstellt. 
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Koninklijke Nederlandsche Gist- en Splrltusfabrlek N.V. 



Neuer Patentanspruch 22 

Verwendung des Enzympraparates nach Anspruch 1 bis 15 in Wasch- 
mitteln. ^ 
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